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摘要　为了探究生物冶金过程及矿山酸性废水中的关键微生物Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面质子吸附机理，该研究通过
酸碱滴定、ＰｒｏｔｏＦｉｔ模拟、电泳迁移率测定及傅里叶变换衰减全反射红外光谱法（ＡＴＲ－ＦＴＩＲ）系统地揭示不同能源（Ｓ０、Ｆｅ２＋、
ＦｅＳ２）和离子强度（０．００１～０．１ｍｏｌ／ＬＮａＮＯ３）对Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面性质的影响及参与质子化／去质子化反应的关键官能团。
结果表明：三位点的Ｄｏｎｎａｎ壳静电模型能较好地适用于分析Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面酸碱性质；能源和离子强度均影响 Ａ．ｆｅｒ
ｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面酸碱性质；在广泛的ｐＨ值范围内（２～１０），不同能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在不同离子强度下均呈负电性；羧
基、磷酸基和酰胺基是质子化／去质子化过程的关键官能团。该研究表明了 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在吸附重金属方面的重要应用潜
力，并对阐明Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面质子吸附机理具有重要意义。
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引 言

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ是一种革兰氏阴性、嗜酸、自养型
细菌，能够利用氧作为电子受体，将亚铁氧化为三价

铁，或将单质硫／还原性无机硫化合物氧化为硫酸盐而
获得生长所需的能量［１］。这种特殊的代谢特征使其成

为酸性矿山废水（Ａｃｉｄｍｉｎｅｄｒａｉｎａｇｅ）形成和金属硫化
矿生物浸出生产中的关键微生物之一［１］，被作为生物

冶金模式微生物［２，３］。Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞表面的酸碱
性质在其与金属硫化矿的黏附、对金属硫化矿的氧化

以及对酸性矿山废水中重金属离子的吸附方面起着至

关重要的作用。

近年来，通过细胞在矿物表面的吸附行为研究对

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的表面性质有了一定了解［４－６］，如

Ｚｈｕ等人研究发现Ｓ０、Ｆｅ２＋或ＣｕＦｅＳ２培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘ
ｉｄａｎｓ表面疏水性、净电荷及与黄铜矿间的吸附力不
同，从而对黄铜矿中铜的浸出效率也不同［５］，Ｌｉ等人研

究发现细胞表面的胞外多聚物（ＥＰＳ）决定着细胞的表
面性质，从而决定了Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞在黄铜矿表面
的吸附行为［６］。找出不同培养条件及离子强度如何影

响Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的表面特性，将有助于阐明 Ａ．
ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞对酸性矿山废水中重金属吸附和迁移
的影响，并通过改变细胞表面性质提高 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ
对金属硫化矿的浸出效率，然而目前相关研究仍然缺

乏。

模拟细菌细胞壁表面的质子模型，对理解细菌表

面发生的反应和物质传输有重要作用［８］。目前已有许

多针对细菌细胞壁质子化反应的电位滴定研究，但是

基于这些电位滴定试验结果的建模方法又不尽相同。

例如，Ｐｌｅｔｔｅ［９］等整合了３个位点的Ｌａｎｇｍｕｉｒ－ｆｒｅｕｎｄｌｉ
ｃｈ模型和ｇｉｂｂｓ－ｄｏｎｎａｎｓｈｅｌｌ模型，来模拟Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓＡ１７７的酸碱滴定结果。Ｆｅｉｎ［１０］等对 Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ进行了电位滴定，并且把细胞壁分为三个独
立功能组，然后利用恒定电容模型模拟三组的电位变



化，Ｃｏｘ［１１］等做了相似的试验，但是用了一种不同的建
模方法，即非静电线性编程方法，利用５个独立的结合
位点模拟滴定结果。而 Ｍａｒｔｉｎｅｚ［１２］等利用 Ｇｉｂｂｓ－
ｄｏｎｎａｎｓｈｅｌｌ模型并兼顾一系列均衡分布的ｐＫａ值模拟
了Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ的滴定结果，并且
找到了证据支持可以把细菌表面分为四个功能区。尽

管已有大量工作研究其它微生物的表面化学特

性［９－１４］，以完善表面络合模型，用于解释和预测微生物

在各种条件下的质子／重金属吸附行为，目前还没有研
究系统地报道过极端嗜酸菌 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面质
子吸附／解吸附规律。细菌表面官能团种类繁多，位点
复杂，研究表明细菌表面上最常见的有机酸官能团是

羧基、羟基和磷酰基，氨基和巯基的含量较小，整合太

少位点的表面络合模型不能很好地进行拟合［１５］。Ｂｏｒ
ｒｏｋ等人将四位点、无静电吸附的表面络合模型作为通
用模型对超过３５个菌种／细菌群落的２２５个滴定数据
集进行了拟合，之后，Ｔｕｒｎｅｒ和Ｆｅｉｎ发现尽管四位点的
无静电吸附模型可以合理地描述滴定数据，但获得的

菌的缓冲值 “峰值”比预期要宽［１６］。相对于四位点的

无静电吸附模型，三位点的固定电容模型比较适合对

细菌表面质子化拟合［１３，１６］。Ｈｅ等的研究也发现对于
嗜酸菌 Ａｃｉｄｉａｎｕｓｍａｎｚａｅｎｓｉｓ的表面质子化拟合，三位
点的Ｄｏｎｎａｎ壳模型适用，两位点模型不能够提供很好
的拟合，四位点模型也没有提升拟合度［１７］。该研究中

即采用三位点模型，使用被很多研究采用的能够优化

表面质子化模型的 ＰｒｏｔｏＦｉｔ［１６］来进行酸碱滴定数据拟
合，对 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ进行表面质子化模拟。ＰｒｏｔｏＦｉｔ
作为一种质子化模型的工具，它可以用表面离散模型

（ＤＬＭ）、固定电容模型（ＣＣＭ）、Ｄｏｎｎａｎ壳模型（ＤＳＭ）
和无静电吸附模型（ＮＥＭ）四种表面络合模型中的一
种来对１－４种表面功能基团位点进行优化拟合从而
得出该位点的ｐＫａ和位点浓度［１８］。

该研究中，考察了 ｐＨ值、离子强度和培养能源
（Ｓ０、Ｆｅ２＋、ＦｅＳ２）对 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的表面酸碱性
质的影响。先后进行了酸碱滴定和ＰｒｏｔｏＦｉｔ质子模拟，
并通过电泳迁移率测量和傅里叶变换衰减全反射红外

光谱法（ＡＴＲ－ＦＴＩＲ）评估细胞壁上的电荷密度和官能
团分布。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

试验用到的主要仪器设备有雷磁 ＺＤＪ－５自动电
位滴定仪（上海精密仪器仪表有限公司）、ＡｖａｎｔｉＪ－Ｅ
离心机（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．）、ＰＨＳ－３ＣｐＨ计（上海
康仪仪器有限公司）、ＮｉｃｏｌｅｔＭｏｄｅｌＮｅｘｕｓ６７０傅里叶

红外光谱仪（美国尼高力公司）、ＹＸＱ－ＬＳ－ＳＩＩ立式压
力蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）、

ＸＭＴＥ－７０００数控恒温浴锅（余姚市长江温度仪表
厂）。

试验菌株为 ＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓＡ９，采用
改进的 ９Ｋ基础培 养基 培养。培养 基配 方为：
（ＮＨ４）２ＳＯ４３ｇ，ＫＣｌ０．１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，Ｃａ（ＮＯ３）２０．０１ｇ，加蒸馏水１０００ｍＬ。培
养基的初始ｐＨ值用Ｈ２ＳＯ４调节至２．０，分装于锥形瓶
中，１２０℃灭菌 ２０ｍｉｎ。添加 Ｓ０（１０ｇ／Ｌ）、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ（４４．７ｇ／Ｌ）或者黄铁矿（２％）作为生长的能源物
质，Ｓ０和ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ等药品均为分析纯（ＡＲ），由北
京鼎国昌盛生物技术有限责任公司生产。将接种了

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的锥形瓶置于３０℃、１８０～２００ｒ／ｍｉｎ的
恒温摇床培养。

试验用黄铁矿（ＦｅＳ２）由生物冶金教育部重点实验
室提供，粒度≤０．０７４ｍｍ。经测定，黄铁矿矿样中元素
Ｆｅ的质量百分比为４４．４６％，Ｓ为４７．７８％。Ｘ射线衍
射物相分析（结果见图１）结果表明矿样可作为纯矿物
使用，杂质为石英。

图１　黄铁矿Ｘ射线衍射图
Ｆｉｇ．１　Ｘ－ｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｙｒｉｔｅ

１．２　试验方法

当细菌长到稳定期时，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ
收集菌体。收集的菌体悬浮于０．００１ｍｏｌ／Ｌ、０．０１ｍｏｌ／
Ｌ或０．１ｍｏｌ／Ｌ的背景电解质 ＮａＮＯ３溶液中，在２５℃
进行电位滴定试验。滴定前，用纯度大于９９．９９％的氮
气涤荡０．５ｈ以赶走溶液中的二氧化碳，使ｐＨ值保持
在４～５之间。电位滴定试验按照文献报道的方法［１５］

进行，菌悬液先用０．１ｍｏｌ／ＬＨＮＯ３溶液调整 ｐＨ值至
２．０，然后用０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ在电位漂移率≤５ｍＶ／
ｍｉｎ（０．１ｍＶ／Ｓｅｃ）时持续加入碱，滴定至 ｐＨ值为１０。
为了检测可逆性和质子化行为进行了逆向滴定，即在

·２· 矿产保护与利用　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２０年



到达滴定终点（ｐＨ值为１０）后，用０．１ｍｏｌ／ＬＨＮＯ３溶
液迅速滴定到ｐＨ值为２，记录过程中所用 ＨＮＯ３溶液
的体积。整个滴定过程保持较低压力的氮气缓慢地通

入菌悬液。滴定结束后，对酸碱滴定结果进行拟合。

利用ＰｒｏｔｏＦｉｔ软件将原始滴定数据进行优化处理，得到
最优化模拟数据，根据最优数据模拟出质子模型，并与

原始滴定数据作比较以检验将质子模型应用于极端

嗜酸微生物 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面酸碱性质研究的适
用性。

为了进行电泳迁移率测量，菌体离心收集、洗涤后

重悬于０．００１ｍｏｌ／Ｌ、０．０１ｍｏｌ／Ｌ或０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ３

溶液中，保存在冰上。将三个不同离子浓度的 ＮａＮＯ３
溶液的等分试样（１０ｍＬ）通过分别添加１ｍｏｌ／ＬＨＮＯ３
溶液或１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，调整为不同的 ｐＨ值（２～
１０）。在电泳迁移率测量之前，将这些样品和相应离子
强度的细菌悬浮液混合，并测定最终ｐＨ值。使用Ｚｅｔａ
电位和粒度分析仪（Ｄｅｌｓａ４４０ＳＸ）在２５℃下测量电泳
迁移率。所有试验均设置三个平行。

ＦＴＩＲ分析：配制不同 ｐＨ值的 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＮＯ３溶液制备细菌悬液，利用ＦＴＩＲ分光光度计测定
吸光值［１８］。每一个ｐＨ值条件下，在４０００ｃｍ－１～９５０
ｃｍ－１波长范围内，以４ｃｍ－１的分辨率进行１００次测定。

图２　Ｓ０（ａ）、Ｆｅ２＋（ｂ）、ＦｅＳ２（ｃ）培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ不同离子强度酸碱滴定曲线
Ｆｉｇ．２　ＰｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃｔｉｔｒａｔｉｏｎｄａｔａｏｆＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳ０（ａ），Ｆｅ２＋（ｂ）ａｎｄＦｅＳ２（ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｓ

２　试验结果

２．１　不同能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ不同离子强
度酸碱滴定曲线

　　电位滴定曲线见图２（ａ－ｃ），结果表明，三种不同
能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在 ｐＨ值２～４间均有很强
的缓冲能力。一些研究发现去质子化过程就是细菌表

面的酸性位点对溶液中不断加入的碱性溶液的一种缓

冲现象［１７，１９］，在该研究中得到了相同的结论。滴定过

程中滴定仪实时显示的滴定曲线表明细菌悬浮液的第

一次ｐＨ值升高和第二次 ｐＨ值降低的滴定之间具有
极好的一致性（图片未展示），表明在滴定试验的时间

范围内（约２ｈ），质子吸附和解吸是完全可逆的。每
种离子强度下，质子在细菌上的吸附程度随 ｐＨ值的
增加而降低。滴定数据还表明，培养能源对细菌的缓

冲能力有很大的影响。整体上，以Ｓ０为能源培养的Ａ．
ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ具有最强的缓冲能力，以 Ｆｅ２＋为能源的次
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之，而ＦｅＳ２培养的最弱。在 Ｌｉ等人的研究中，在０．０１
ＭＮａＣｌ溶液作为背景电解质的离子强度下，Ｆｅ２＋为能
源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的缓冲能力也低于以 Ｓ０为能
源的，但以ＣｕＦｅＳ２为能源的缓冲能力最强

［６］。离子强

度对不同能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的缓冲能力
表现出不同的影响。Ｓ０培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在０．１
ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＮＯ３溶液中缓冲能力最好，当０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ用量为１１０ｍＬ时，滴定曲线才基本平衡。ＦｅＳ２
为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在０．００１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ３
溶液中缓冲能力最好，ＮａＯＨ用量为４２ｍＬ时滴定趋于
平衡。而Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ以Ｆｅ２＋为能源培养后对０．０１
ｍｏｌ／ＬＮａＮＯ３溶液缓冲能力好，ＮａＯＨ用量在５３ｍＬ左
右时去质子化基本达到平衡。

图３　Ｓ０（ａ）、Ｆｅ２＋（ｂ）、ＦｅＳ２（ｃ）培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ不同离子强度质子吸附／解吸附结果
Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｔｏｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｐｒｏｔｏｎａｔｉｏｎｆｏｒＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳ０（ａ），Ｆｅ２＋（ｂ）ａｎｄＦｅＳ２（ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｓ

　　测量的ｐＨ值（ｘ轴）与在滴定过程中消耗或释放
的质子（ｙ轴）相对于离子强度的归一化结果如图３所
示，便于直观比较不同离子强度下的结果。纵坐标数

据根据公式（１）进行计算：
［Ｈ＋］ｃｏｎｓｕｍｅｄ／ｒｅｌｅａｓｅｄ＝（Ｃａ－Ｃｂ－［Ｈ

＋］＋［ＯＨ－］）／ｍｂ

（１）
其中Ｃａ和Ｃｂ是滴定过程添加的酸和碱的浓度，

单位为ｍｏｌ／Ｌ，ｍｂ是细菌的湿重悬浮液浓度（ｇ／Ｌ）。
质子吸附／解吸附曲线表明不同能源培养的 Ａ．

ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的表面存在 ｐＫａ值相近的官能团，且
在所研究的整个 ｐＨ值范围内发生了大量的质子吸
附／解吸附。在三种不同的离子强度溶液中，三种不同
能源培养的细胞呈现出明显不同的位点浓度。在０．０１

ｍｏｌ／Ｌ电解质溶液中，以Ｆｅ２＋为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉ
ｄａｎｓ细胞的位点浓度是以 Ｓ０为能源条件下的两倍，是
ＦｅＳ２为能源条件下五倍。对于以 Ｓ

０为能源培养的 Ａ．
ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，在０．０１ｍｏｌ／Ｌ电解质溶液中的总位点浓
度明显低于在另外两个研究的离子强度下的，而以

Ｆｅ２＋为能源的在０．０１ｍｏｌ／Ｌ离子强度的电解质溶液中
总位点浓度最高。以 ＦｅＳ２为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉ
ｄａｎｓ细胞在三种离子强度下总位点浓度无显著差异。

之前的研究报道表明［１７］，嗜酸嗜热古菌 Ａ．
ｍａｎｚａｅｎｓｉｓ在０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ３溶液中能缓冲大量
的ＮａＯＨ，在滴定达到平衡的时候 ＮａＯＨ的用量达到
５０ｍＬ；在０．００１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ３溶液中 ＮａＯＨ用量为
４７ｍＬ；而在 ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＮＯ３溶液中其缓冲能力最
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差，只消耗３５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液即基本达
到平衡。Ｔｏｕｒｎｅｙ等［２０］研究了革兰氏阳性嗜热菌 Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＳ－８６的电位滴定，发现在所研究的
范围内，离子强度对去质子化常数或位点浓度没有显

著影响。而Ｂｕｒｎｅｔｔ等［１８］得出结论，随着离子强度的增

加，Ａｎｏｘｙｂａｃｉｌｌｕｓｆｌａｖｉｔｈｅｒｍｕｓ的缓冲能力增加。Ｊｏｈｎ
ｓｏｎ［２１］的研究表明，革兰氏阴性细菌 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａ
ｃｉｅｎｓ在好氧和厌氧条件下表现出完全不同的酸碱性
质，这些差异远大于不同培养基配方或菌龄引起的差

异。但是，该研究中生长能源（Ｓ０、Ｆｅ２＋、ＦｅＳ２）显著影

响了Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面特性，导致离子强度对不同
能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞表面缓冲能力的影响
也不同。

２．２　ＰｒｏｔｏＦｉｔ模拟

该研究采用 ＤＳＭ（Ｄｏｎｎａｎ壳的静电模型）来模拟
不同离子强度条件的滴定，利用每组滴定数据计算出

不同能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞表面位点的 ｌｏｇＫ
值和位点浓度（表 １）。

表１　不同能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ及一些生物表面的表面特性
Ｔａｂｌｅ１　ＳｕｒｆａｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓａｎｄｓｏｍｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｕｒｆａｃｅｓ
Ｓｐｅｃｉｅｓ，（ｃｕｌｔｕｒｅ） Ｓｏｕｒｃｅ ｐｋ１ ｐｋ２ ｐｋ３ Ｃ１／（１０

－４ｍｏｌ／ｇ） Ｃ２／（１０
－４ｍｏｌ／ｇ） Ｃ３／（１０

－４ｍｏｌ／ｇ） Ｃｔｏｔａｌ／（１０
－４ｍｏｌ／ｇ）

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，（Ｓ０） ｔｈｉｓｐａｐｅｒ ３．４ ５．６ １０．３ ３．１ ３．７ ５．８ １２．６
Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，（Ｆｅ２＋） ｔｈｉｓｐａｐｅｒ ４．２ ５．８ ９．９ ２．１ ３．５ ５．９ １１．５
Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，（ｐｙｒｉｔｅ） ｔｈｉｓｐａｐｅｒ ２．４ ６．９ １０．３ １．３ ２．８ ７．９ １１
Ａ．ｆｌａｖｉｔｈｅｒｍｕｓ Ｗｉｇｈｔｍａｎｅｔａｌ．（２００１）［２２］ ４．９４ ６．８５ ７．８５ ５．３３ １．７９ １．４２ ８．５４
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ， Ｄａｕｇｈｎｅｙｅｔａｌ．（１９９８）［２３］ ４．８ ６．４９ ８．５２ ６．９２ ４．４４ ６．２９ １７．６
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｄａｕｇｈｎｅｙｅｔａｌ．（１９９８） ４．１２ ５．４７ ８．０９ ３．２７ ６．２７ ２．４２ １１．９６
Ａ．ｍａｎｚａｅｎｓｉｓ，（ｓｕｌｆｕｒ） Ｈｅｅｔａｌ．（２０１３） ２．９ ６．８ ７．８ ４．３ １．８ ２．４ ８．５
Ａ．ｍａｎｚａｅｎｓｉｓ，（ｐｙｒｉｔｅ） Ｈｅｅｔａｌ．（２０１３） ２．４ ７ ８．２ ２．１ １．５ ３．４ ７
Ｔ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＧｉｎｎａｎｄＦｅｉｎ（２００８）［２４］ ３．７５ ５．７３ ８．８１ １１．１８ ４．４７ ３．０８ １８．７３

　　根据文献［１１，１２，２５］，羧基的解离常数为２～６，磷酸盐
基团的解离常数一般为５．６～７．２，伯胺的解离常数大
于１０，氨基的解离常数为７～９，羟基的解离常数为８．６

～９。该研究中，根据 ＰｒｏｔｏＦｉｔ软件模拟得到的去质子
化常数可以推测Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞表面存在羧基、磷
酸盐基团和伯胺。

图４　Ｓ０（ａ）、Ｆｅ２＋（ｂ）、ＦｅＳ２（ｃ）培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ不同离子强度电泳迁移率
Ｆｉｇ．４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｄａｔａｆｏｒＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳ０（ａ），Ｆｅ２＋（ｂ）ａｎｄＦｅＳ２（ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｓ
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２．３　电泳迁移率分析

电泳迁移率可以估算出整个细菌表面电荷及其等

电点，图３为不同能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在不同离
子强度下的电泳迁移率。数据表明，Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在
ｐＨ值范围内（２～１０）均呈负电性。随着 ｐＨ值的升
高，Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面的负电荷增加，符合微生物表
面带电的一般特性［２６］。有研究报道电泳迁移率随离

子强度的增加而降低［２７］，但该研究的结果并不支持这

一结论。目前关于离子强度对细菌质子化参数影响的

研究尚未达成共识［２０］。该研究中观察到细胞的电泳

迁移率取决于许多因素，例如 ｐＨ值、离子强度和培养
能源，并且发现培养能源极大地影响了细菌的电泳迁

移率。对于以Ｓ０或 Ｆｅ２＋为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ
细胞，ｐＨ值对电泳迁移率的影响随离子强度的增加而
增加（斜率变陡），而对于以ＦｅＳ２为能源培养的Ａ．ｆｅｒ
ｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞，该研究中得到了相反的结论。结果还
表明，培养能源显著影响 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞的等电
点。以 Ｓ０为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的等电点
（ＩＥＰ）约为２．０，并且不受溶液离子强度的影响。对于
以Ｆｅ２＋或ＦｅＳ２为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，即使在研
究的最低ｐＨ值下也未观察到ＩＥＰ。

２．４　Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的ＡＴＲ－ＦＴＩＲ图谱分析

进一步采用ＡＴＲ－ＦＴＩＲ分析在不同的ｐＨ值条件
下，不同能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面官能团的分布
规律。图５是以Ｓ０、Ｆｅ２＋或 ＦｅＳ２为能源培养的 Ａ．ｆｅｒ
ｒｏｏｘｉｄａｎｓ在ｐＨ值为２．０２、４．０４、５．６６、７．９７和９．７条
件下的ＡＴＲ－ＦＴＩＲ图谱。表２总结了在不同ｐＨ值下
以Ｓ０、Ｆｅ２＋或 ＦｅＳ２为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的主
要官能团的特征峰的比较。结果表明，Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ
的红外图谱显示出较大的差异，与培养能源和 ｐＨ值
相关。

以Ｓ０为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，ｐＨ值为４．０４、
５．６６和７．９２时的吸收峰较多，主要分布在１０００ｃｍ－１

～１２００ｃｍ－１和１５００ｃｍ－１～１７００ｃｍ－１范围内，ｐＨ值
为２．０１和ｐＨ值为９．７时的图谱没有明显的吸收峰。
１０４４ｃｍ－１处的吸收峰在 ｐＨ值为２．０１时比较弱，与
１０８３ｃｍ－１处的吸收峰强度几乎一样。之后随着溶液
碱性增加，１０４４ｃｍ－１处的吸收慢慢增强，在 ｐＨ值为
７．９２时的谱带中达到最大，是１０８３ｃｍ－１处的吸收峰
的５倍以上。但是，在ｐＨ值为９．７时的谱带中没有这
两个吸收峰。１５００ｃｍ－１～１６００ｃｍ－１范围内各ｐＨ值
条件下的谱带也有明显区别：在 ｐＨ值为２．０１时的谱
带中，这个范围的吸收峰较弱；在ｐＨ值为４．０４和５．６６
的谱带中，这个范围的吸收峰宽度和强度都很相似。

ｐＨ值为７．９２的谱带中，１６３０ｃｍ－１处的吸收峰变得很
强，主要是由氨基与蛋白连接的 Ｃ＝Ｏ基团的伸缩引
起的特征吸收峰。酰胺Ⅱ类和酰胺Ⅰ类的吸收峰分别
出现在１５３８ｃｍ－１、１５４６ｃｍ－１和１６３０ｃｍ－１处，酰胺Ⅱ
类与酰胺Ⅰ类的比值随着 ｐＨ值的上升而增大，但是
在ｐＨ值为９．７时两个吸收峰不明显。

以Ｆｅ２＋为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的ＡＴＲ－ＦＴ
ＩＲ图谱见图５（ｂ）。仲醇Ｃ－Ｏ基团的吸收峰随着ｐＨ
值的上升位置有所偏移，从 ｐＨ值为 ２．０１的 １０７２
ｃｍ－１，到 ｐＨ值为 ５．６６时的 １０８０ｃｍ－１，到 ｐＨ值为
７．９２时的１０８４ｃｍ－１；而且在 ｐＨ值≥４．０４时，逐渐分
出伯醇Ｃ＝Ｏ基团的吸收峰，在 ｐＨ值为７．９２时仲醇
Ｃ－Ｏ基团和伯醇 Ｃ＝Ｏ基团的吸收峰最强。１６５０
ｃｍ－１～１５５０ｃｍ－１为酰胺Ⅰ类和酰胺Ⅱ类的吸收峰。
酰胺Ⅱ类的吸收随 ｐＨ值的上升而减弱，酰胺Ⅰ类的
吸收随ｐＨ值的上升而增强。酰胺Ⅰ类与酰胺Ⅱ类在
ｐＨ值为９．７时吸收峰不明显。

图５　Ｓ０（ａ）、Ｆｅ２＋（ｂ）和ＦｅＳ２（ｃ）培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ在不
同ｐＨ值的ＡＴＲ－ＦＴＩＲ图谱
Ｆｉｇ．５　ＡＴＲ－ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳ０

（ａ），Ｆｅ２＋（ｂ）ａｎｄＦｅＳ２（ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

　　图５（ｃ）是以ＦｅＳ２为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的
ＡＴＲ－ＦＴＩＲ谱图。吸收峰主要集中在 １２６０ｃｍ－１～
１０００ｃｍ－１和１６４０ｃｍ－１～１６００ｃｍ－１两个波段。１２６０
ｃｍ－１～１０００ｃｍ－１被复杂的叠加振动所控制，主要为 Ｃ
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－Ｏ－Ｃ和Ｃ－Ｏ－Ｐ的伸缩振动，这些基团涉及复杂
的多糖群体。ｐＨ值为４．０４和７．９２的谱带中没有较
强的吸收峰。１０８４ｃｍ－１的吸收峰随 ｐＨ值的上升其
吸收减弱，而且吸收波段有所迁移，ｐＨ值为９．７时在
１０７７ｃｍ－１。酰胺Ⅱ类和酰胺Ⅰ类的吸收峰分别出现
在１５４７ｃｍ－１、１５４５ｃｍ－１和１６４６ｃｍ－１处。酰胺Ⅱ类
与酰胺Ⅰ类的比值随着 ｐＨ值的上升而减弱，但是在
ｐＨ值为９．７时酰胺Ⅱ类吸收峰明显。相对以Ｓ０或

Ｆｅ２＋为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的谱图，以ＦｅＳ２为能
源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的谱图吸收峰较多，没有像以
Ｓ０或Ｆｅ２＋为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的谱图一样出
现明显的特征吸收峰。

这些有酸碱活性的羧基、酰胺基和磷酸基等官能

团在电位滴定过程中起到重要的作用，不同能源培养

的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面官能团分布的差异影响了其质
子吸附／解吸附规律。

表２　不同ｐＨ值下以Ｓ０、Ｆｅ２＋或ＦｅＳ２为能源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面主要官能团的比较
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｎｔｈｅｍａｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｓｏｆＡ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳ０，Ｆｅ２＋ｏｒＦｅＳ２ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ（ｓｕｌｆｕｒ） Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ（ｐｙｒｉｔｅ） Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ（Ｆｅ２＋）
Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ
（ｃｍ－１）

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｓ

ｐＨ＝４．０４，５．６６，７．９２ ｐＨ＝２．０１，９．７ ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９２ ～１６００－１６４０ 伯胺Ｎ－Ｈ面内弯曲
ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９７，９．７ ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９２，９．７ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９２ ～１５４０ 酰胺Ⅱ类Ｃ＝Ｏ基团的伸缩
ｐＨ＝４．０４，５．６６，７．９２ ｐＨ＝２．０１，９．７ ～１４５５ ＣＨ２／ＣＨ３弯曲振动（剪式移动）

ｐＨ＝７．９２ ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９７ ～１３９８
羧基对称性伸缩

ＣＨ２／ＣＨ３弯曲振动

ｐＨ＝４．０４，５．６６，７．９２ ～１２４０ 磷酸盐Ｐ＝Ｏ基团伸缩振动

ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９７ ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，９．７ ～１２００－９００
ＰＯ－２的对称性和非对称性伸缩
磷酸盐中的Ｐ（ＯＨ）２伸缩振动
多糖中Ｃ－ＯＨ、Ｃ－Ｏ－Ｃ、Ｃ－Ｃ的振动

ｐＨ＝４．０４，５．６６，７．９７ ｐＨ＝２．０１，４．０４，５．６６ ＰＨ＝２．０１，４．０４，５．６６，７．９２ ～１０８０ 仲醇Ｃ－Ｏ基团伸缩振动

３　结论

该研究将酸碱电位滴定结合表面络合理论用于极

端嗜酸菌Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的酸碱缓冲能力的解析。结
果表明，Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面性质受到能源、离子强
度和ｐＨ值的影响。随着ｐＨ值的升高，缓冲容量也增
加，导致表面负电荷增加。ＰｒｏｔｏＦｉｔ拟合结果表明以 Ｓ０

为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ表面的总位点浓度高于
以Ｆｅ２＋或ＦｅＳ２为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ。根据选
择的ＤＳＭ模型，可以通过调用三种不同类型的细胞壁
官能团来表征 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ细胞壁的酸碱性质：羧
基、磷酸基和酰胺基，并通过 ＡＴＲ－ＦＴＩＲ得到了验证。
与Ｓ０为能源培养的 Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ相比，以 ＦｅＳ２为能
源培养的Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ的表面官能团具有更高的多
样性。该研究将表面络合理论扩展到冶金模式微生物

Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，结果同样适用，该研究可以为 Ａ．ｆｅｒｒｏ
ｏｘｉｄａｎｓ及其它嗜酸微生物的表面性质的研究提供重
要参考。
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